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 COMMUNICATION
Le cross-linking du collagène cornéen (CXL) est un processus photochimique qui repose sur la libéra-
tion de radicaux libres par un chromophore, la riboflavine, sous l’effet d’un rayonnement ultravio-
let. Les conséquences biologiques et morphologiques sont, au niveau de la cornée, l’augmentation 
de la solidité et de la résistance du collagène à la digestion enzymatique, l’inactivation des germes 
bactériens in situ et la modulation de la réponse inflammatoire. Les applications en médecine sont 
adaptées de l’ophtalmologie humaine sont en premier lieu le traitement des infections cornéennes 
avérées ou supposées. Le PACK-CXL (Photo-Activated Chromophore for Keratitis – CXL) est une option 
sérieuse pour le traitement de la kératomalacie chez les carnivores et le cheval. Elle est une alternative 
à la chirurgie tectonique de la cornée. La deuxième indication est le traitement des kératopathies 
bulleuses canines pour lesquelles le CXL amène la guérison des ulcères cornéens bien que l’œdème 
cornéen chronique ne soit pas résolu durablement.
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Corneal collagen cross-linking (CXL) is a photochemical process based on the production of free rad-
icals by a chromophore (riboflavin) after activation by a UVA beam. Corneal effects are as follows: 
improvement of the corneal strength and of its resistance to enzymatic digestion, inactivation of in 
situ microbial germs and modulation of the corneal inflammatory response. Veterinary applications of 
this process are adapted from human ophthalmology and consist first in the treatment of confirmed 
or supposed corneal infections. PACK-CXL (Photo-Activated Chromophore for Keratitis –CXL) is a 
serious option for the treatment of corneal melts in dogs, cats and horses and can replace tectonic 
surgery. The second application is the treatment of bullous keratopathy in canine patients for which 
the CXL provides the symptomatic relief of the chronic corneal ulceration although corneal edema 
remains unchanged.
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Le cross-linking du collagène est un processus de polymérisa-
tion et de renforcement du collagène utilisé depuis des siècles 
dans les milieux industriels, en particulier dans la technologie 
du cuir, et plus récemment dans ses applications médicales. 
Ce phénomène existe également  dans l’organisme de manière 
spontanée, comme dans l’évolution du cristallin vers la pres-
bytie. Sur un plan thérapeutique, le cross-linking du collagène 
cornéen (CXL) est une technique qui combine l’utilisation 
d’un chromophore (la riboflavine) et une photo-activation sous 
la forme d’une irradiation par des rayons ultraviolets (UVA). 
Il est utilisé pour le traitement d’affections cornéennes chez 
l’homme comme chez l’animal.
 EFFETS DU CROSS-LINKING  
DU COLLAGÈNE CORNEEN
Les effets de ce processus photochimique sont multiples 
(Messmer et al. 2013). Le premier d’entre eux est la réticu-
lation du collagène. La libération de radicaux libres inter-
venant après la photo-activation de la riboflavine permet la 
création de liaisons covalentes entre les fibrilles de collagène 
mais également entre les molécules de glycosaminoglycane 
(Spoerl et al. 1997). La conséquence de cette polymérisation 
est l’augmentation de la rigidité de la cornée mais également 
l’augmentation de sa résistance à la digestion enzymatique 
(Wollensak et al. 2003a ; Spoerl et al. 2004). Le deuxième 
effet du CXL est un effet anti-infectieux. Cet effet est lié à 
l’action directe des rayons UV sur les bactéries in situ et à l’effet 
des radicaux libres sur l’ADN et les membranes bactériennes 
(Ruane et al. 2004). Le troisième effet du cross-linking est 
l’apoptose des kératocytes (Wollensak, 2007 ; Wang, 2012). 
Cette cytotoxicité directe est limitée aux 300 µm les plus 
antérieurs du stroma et se manifeste, sur un plan histologique, 
par la disparition des kératocytes. La recolonisation cellulaire 
s’étale sur une période de 6 semaines à 6 mois (Wollensak, 
2007). Cet effet s’accompagnerait d’une modulation de la 
réaction inflammatoire cornéenne. Le premier protocole à 
avoir été utilisé est le protocole de Dresde (Ville d’origine du 
Pr Wollensak) qui consiste en une instillation de riboflavine à 
raison d’une goutte toutes les minutes pendant 30 minutes sur 
la cornée dépourvue d’épithélium, suivie d’une irradiation par 
les UVA longueur d’onde 365 nm pendant 30 minutes à une 
intensité de trois milliwatts par centimètre carré (Wollensak 
et al. 2003a).
HISTORIQUE
Le CXL est une découverte récente en ophtalmologie. Les 
premiers travaux expérimentaux ont débuté en 1997 et ont 
consisté en la validation de la possibilité d’utiliser la technique 
pour renforcer le collagène cornéen (Spoerl et al. 1997). Des 
2003, le cross-linking a été utilisé dans l’espèce humaine pour 
le traitement d’affections ectatiques telles que le kératocône 
évolutif (Wollensak et al. 2003b) la dégénérescence marginale 
pellucide et l’ectasie post-LASIK, complication grave de la 
chirurgie réfractive au Laser (Hafezi et al. 2007; Kymionis et al. 
2009). À partir de l’année 2008, la technique été utilisée pour 
le traitement des kératites infectieuses qu’elle soit bactériennes 
ou fongique (Iseli et al. 2008; Makdoumi et al. 2010; Moren 
et al. 2010; Anwar et al. 2010) et les premières applications 
vétérinaires ont été publiées depuis 2013 (Hellander-Edman 
et al. 2013 ; Famose, 2014 ; Pot et al.2014; Spiess et al. 2014 ; 
Famose, 2015a) . 
LE CXL EN OPHTALMOLOGIE HUMAINE
Les applications du cross-linking en médecine humaine sont 
aujourd’hui de deux types. La majeure partie est représentée 
par les affections ectatiques de la cornée en particulier le 
kératocône évolutif pour lequel aujourd’hui sont effectués 
environ 150 000 procédures par mois (Wollensak, 2006). En 
effet, le cross-linking est une technique peu invasive qui dans 
certains cas est une alternative sérieuse à la greffe de cornée 
(Wollensak, 2003b). L’utilisation du cross-linking dans le cadre 
des kératites infectieuses (Photo-Activated Chromophore 
for Keratitis –PACK-CXL) devient de plus en plus étendue 
notamment dans les pays émergents pour lesquels l’accessi-
bilité à des structures chirurgicales spécialisées est difficile 
(Panda, 2012 ; Price et al. 2012 ; Alio et al. 2013). Malgré 
des résultats très intéressants, la technique présente quelques 
effets indésirables en particulier lorsque l’épithélium cornéen 
est retiré (« Epi-off »). Ceci a conduit à l’adaptation du 
protocole de Dresde. Certaines modifications ont pour objet 
de faire pénétrer la riboflavine dans le stroma cornéen sans 
retirer l’épithélium : ce sont les techniques dites « Epi-on ». 
Ces adaptations ont consisté à la modification de l’osmolarité 
de la riboflavine (Raiskup et al. 2012), sa fixation sur des 
nanostructures (Bottos et al. 2013), l’utilisation d’injections 
intra-stromales (Kannelopoulos, 2009), ou la iontophorèse 
(Bikbova & Bikbov, 2014 ; Mastropasqua et al. 2014). D’autres 
adaptations du protocole ont consisté à raccourcir le temps 
d’irradiation par les rayons UV en augmentant leur intensité 
(Kannelopoulos, 2012 ; Hammer et al. 2014).
LE CXL EN OPHTALMOLOGIE VÉTÉRINAIRE
Les applications du cross-linking en médecine vétérinaire sont 
de deux types : les kératites infectieuses (avérées ou suspectées) 
chez le chien, le chat et le cheval (Hellander-Edman et al. 
2013 ; Famose, 2014; Pot et al. 2014; Spiess et al. 2014; Famose, 
2015a), et les kératopathies bulleuses chez le chien (Pot et al. 
2014 ; Famose, 2015b).
Chez les carnivores, les kératites infectieuses s’accompagnent 
souvent de phénomène de kératomalacie. Cette destruction 
du collagène cornéen est due à un déséquilibre des metal-
lo-protéinases de la matrice du stroma. En effet, la réparation 
du stroma cornéen implique un équilibre entre la synthèse, 
la dégradation et le remodelage du collagène et de la matrice 
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extra-cellulaire. Les protéases cornéennes existent sous forme 
latente et peuvent être activées lors d’une inflammation. Ces 
protéases peuvent être également produites par les cellules 
cornéennes, les cellules inflammatoires et les germes bacté-
rien  (Brooks & Ollivier, 2004). L’activation excessive de ces 
protéases peut conduire à la liquéfaction du stroma et à une 
perforation cornéenne. Le traitement médical repose sur l’ins-
tillation très fréquente de collyres antibiotiques ou à activité 
anti-collagènase. En cas d’échec, une chirurgie tectonique 
(greffe conjonctivale partielle ou totale, greffe de biomatériau) 
sera mise en place avec pour conséquence le plus souvent une 
perte de transparence de la cornée (Hakanson, 1987 ;Vanore 
2007 ;Pumphrey, 2011) . Le PACK-CXL est une alternative à 
cette chirurgie tectonique. 
L’étude pilote sur le PACK-CXL chez le chien et le chat était 
basée sur le suivi de trois chiens et trois chats présentant une 
kératomalacie résitant aux traitements médicaux, antibiotiques 
et anticollagénase. Aucun cas traité n’a nécessité de stabilisa-
tion chirurgicale car l’arrêt du processus de la kératomalacie a 
été observé entre un et 20 jours après le CXL, effectué selon 
le protocole de Dresde. La guérison épithéliale a été observée 
sept à 40 jours après le traitement. Cette étude a montré 
la faisabilité du traitement de la kératomalacie par le CXL 
(Spiess et al. 2014). Cette étude a été complétée par une série 
plus importante (19 cas traités, 30 cas témoins) qui a montré 
que cinq chiens traités avec le CXL et neuf du groupe témoin 
ont nécessité une stabilisation chirurgicale dans les cinq jours 
qui ont suivi la mise en place du traitement,  du fait de la 
persistance de la kératomalacie. Bien que les taux d’échec de 
traitement soient comparables entre les deux groupes (aucune 
différence statistique n’ayant pu être mise en évidence, les 
auteurs concluent à un intérêt de la procédure, compte-tenu 
de la gravité initiale plus importante des cas traités par CXL 
et du fait que plusieurs cas traités médicalement ont été traités 
avec succès par CXL en seconde intention. (Pot et al. 2014).
Une série de huit chiens et dix chats atteints de kératomalacie 
a été traitée par CXL accéléré (Famose, 2014 ; Famose, 2015a). 
Une amélioration du score douloureux a été observée dès le 
4e jour pour tous les cas traités et la guérison épithéliale a été 
constatée pour tous les cas 15 jours après le traitement (figure 1). 
Cette guérison épithéliale n’est possible que si le processus de 
kératomalacie est enrayé. Tous les cas ont présenté une évolu-
tion satisfaisante quelle que soit la gravité des lésions initiales et 
la présence ou l’absence d’agents infectieux. Par le gain de temps 
procuré par la procédure accélérée, le CXL accéléré semble être 
une alternative valable à la chirurgie de la kératomalacie. 
Dans ces quatre études, la réduction rapide des signes dou-
loureux de kératite est attribuée aux trois mécanismes bio-
chimiques et mécaniques du CXL. Le premier correspond aux 
modifications de la résistance mécanique et chimique de la 
cornée. La création de liaisons covalentes complémentaires 
s’accompagne d’une augmentation de la rigidité du stroma 
et de sa résistance à la digestion enzymatique : l’équilibre de 
l’action des protéases est rétabli, le processus de kératomalacie 
est bloqué et permet aux systèmes de réparation cornéenne 
d’intervenir. Le deuxième mécanisme est l’action directe des 
rayons UV sur les germes bactériens ou fongiques présents. 
Bien que les examens bactériologiques soient le plus souvent 
négatifs (prélèvements de petite taille, faible nombre de germes, 
inactivation de la culture par les traitements antibiotiques préa-
lables), la présence de germes est souvent suspectée. La destruc-
tion directe par le CXL de ces germes, dont la présence est très 
souvent suspectée contribue à l’amélioration clinique rapide. 
Enfin, l’apoptose des kératocytes modifierait les modalités de 
l’inflammation cornéenne en induisant une perte cellulaire 
locale compensée par une colonisation secondaire (Wollensak 
2007). Cet effet reste difficilement mesurable sur des cornées 
très remaniées. Les effets biologiques des protocoles CXL utilisés 
dépendent de la quantité d’énergie délivrée (5.4 J/cm²) quelles 
que soient les modalités (haute intensité-temps court ou faible 
intensité-temps long). Cependant, les effets directs d’irradiation 
UV sont plus importants avec une intensité élevée. Celle-ci est 
donc à privilégier dans le traitement des infections cornéennes 
(Richoz, 2014). Le PACK-CXL se présente donc comme une 
alternative sérieuse aux traitements médicaux et chirurgicaux 
de la kératomalacie chez le chien et le chat.
DOI : 10.4267/2042/57936
Figure 1 : aspect préopératoire (haut) et 1 mois post-opératoire (bas) chez un 
chat présentant une kératite infectieuse traitée par CXL accéléré. Une vascu-
larisation résiduelle est présente à 30 jours post-opératoire, après résolution de 
l’ulcération et de l’infiltration cellulaire du stroma. (cliché Frank FAMOSE).
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Chez le cheval, l’étude de Hellander-Edman et al. a mis en 
évidence la guérison de huit cas de kératites ulcéreuses sur 
neuf traités. Neuf chevaux, âgés de un mois à 16 ans ont été 
traités avec une combinaison de CXL et de traitement médi-
cal pour une kératite fongique (deux cas) bactérienne (cinq 
cas) ou aseptique (deux cas). La kératomalacie, présente dans 
quatre cas a été stoppée en 24 heures. L’ulcération cornéenne 
a guéri dans huit cas sur neuf dans un temps moyen de deux 
semaines. Le dernier cas, présentant une kératite fongique, 
s’est aggravé et a nécessité l’énucléation de l’animal. Le CXL 
a pu être réalisé sur des chevaux debout, sous sédation. Aucun 
effet secondaire n’a été observé. Malgré tout, des investigations 
complémentaires sont nécessaires pour adapter le protocole 
PACK-CXL à cette espèce (Hellander-Edman et al. 2013). 
Chez l’homme, l’effet sur les mycoses est inconstant et varie 
selon les espèces fongiques présentes(Sauer et al. 2010).
La deuxième indication du CXL est, chez le chien, le traite-
ment de la kératopathie bulleuse. Cette entité est une affection 
se manifestant cliniquement par la présence et la persistance 
d’érosions cornéennes douloureuses liées à un œdème cornéen 
persistant dû à une défaillance de l’endothélium cornéen. 
Cette défaillance est associée à une réduction du nombre des 
cellules endothéliales actives et se manifeste par un défaut 
de réabsorption d’eau dans le stroma cornéen et donc à son 
hyperhydratation se manifestant cliniquement par l’œdème 
cornéen (Narayana et al. 2006). En cas d’œdème intense et 
durable, l’épithélium cornéen subit également une hype-
rhydratation, un œdème s’accompagnant de la formation de 
bulles sous-épithéliales dont la rupture conduit aux ulcérations 
cornéennes. Les traitements médicaux et chirurgicaux couram-
ment utilisés n’amènent qu’un soulagement partiel et tempo-
raire de ces affections (Michau et al. 2003). Le cross-linking du 
collagène cornéen permettrait de réduire la pression d’hydra-
tation du stroma antérieur et de réduire l’apparition des bulles 
épithéliales (Wollensak et al. 2009 ; Sondergaard 
et al. 2013). Dans les deux études publiées chez le 
chien, on observe une guérison durable des ulcé-
rations cornéennes mais également une réduction 
initiale de l’œdème et de l’épaisseur cornéenne et 
un retour aux valeurs préopératoires dans les trois 
à six mois suivant la procédure (Pot et al. 2014 ; 
Famose, 2015b). En conséquence, le traitement ne 
s’accompagne d’aucune amélioration durable de la 
vision, contrairement aux observations réalisées 
en ophtalmologie humaine (Arora et al. 2013). 
Compte-tenu de l’épaisseur importante des cornées 
oedémateuses observées chez le chien, une adap-
tation des protocoles de traitement est nécessaire 
pour espérer un meilleur résultat visuel et une plus 
grande stabilité des effets.
 EFFETS SECONDAIRES ET INDÉSIRABLES
Les effets indésirables de la procédure ont été décrits chez 
l’homme après utilisation du CXL pour le traitement du kéra-
tocône évolutif (Spoerl et al. 2007 ; Koller et al. 2009 ; Dhawan et 
al. 2011). Plusieurs cas d’infections post-opératoires immédiates 
ont été décrits et ont été attribués au retrait de l’épithélium 
préalablement à l’instillation de riboflavine. Un cas de réacti-
vation in situ d’herpès virus dans le post-opératoire immédiat a 
été décrit et a conduit à contrindiquer le CXL lors de suspicion 
d’herpèsvirose oculaire. Cette réactivation a été attribuée à l’ac-
tion des UV sur la cornée, bien que, sur un plan expérimental, 
la réactivation virale de l’herpès virus humain ait été obtenue 
grâce aux UV B et non pas aux UVA (Stanberry, 1989). Des 
lésions endothéliales ont été observées après l’utilisation du CXL. 
Elles sont liées à l’effet d’apoptose des radicaux libres formés lors 
de la photoactivation de la riboflavine par les rayons UV. Ces 
effets endothéliaux s’observent lorsque le rayonnement UV au 
niveau de l’endothélium est suffisamment intense en présence 
de riboflavine. Ces conditions ne sont réunies que si l’épaisseur 
du stroma cornéen est inférieure à 250 µm (Spoerl et al. 2007), 
le stroma imprégné de riboflavine jouant un rôle d’absorption 
et de protection pour les structures situées plus en profondeur. 
Par sécurité, dans le cas du kératocône évolutif seules les cornées 
dont l’épaisseur est supérieure à 350 µm sont éligibles pour le 
traitement CXL. Dans les indications vétérinaires, en particulier 
dans les kératites infectieuses, cette épaisseur minimale du stroma 
résiduel recommandée avant d’entreprendre la procédure a été 
respectée (Famose, 2014 ; Famose, 2015a), bien qu’aucune étude 
n’ait été menée pour évaluer sa validité.
 LE CXL ET SES APPLICATIONS VÉTÉRI-
NAIRES EN PRATIQUE
La procédure de traitement chez les carnivores est la sui-
vante (figure 2). L’animal, anesthésié, est placé en décubitus 
dorsal ou latéral, l’œil à traiter est dirigé vers le haut, le plan 
Figure 2 : procédure de CXL chez un chat. L’animal est placé en décubitus dorsal et les paupières 
sont maintenues ouvertes par un blépharostat. L’activation de la riboflavine par le rayonnement 
UV se traduit par une fluorescence verte (cliché Frank FAMOSE).
DOI : 10.4267/2042/57936
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de l’iris étant parallèle au sol. L’instillation de 
riboflavine débute après élimination des débris 
cornéens présents au fond de l’ulcère. Deux types 
solutions de riboflavine peuvent être utilisées : 
isotonique ou hypotonique, selon la concen-
tration de la riboflavine et des excipients. Les 
solutions de riboflavine isotoniques tendent à 
réduire l’épaisseur du stroma au cours de l’instil-
lation (par l’effet osmotique de son excipient). 
Elles sont réservées au traitement des cornées 
épaisses. Au contraire, les solutions hypotoniques 
ont pour effet d’augmenter légèrement l’épaisseur 
du stroma cornéen. Elles sont indiquées pour le 
traitement des cornées minces. Quelle que soit 
la solution employée, la riboflavine est instil-
lée toutes les minutes pendant 20-30 minutes, 
jusqu’à saturation du stroma, vérifiée avec le 
biomicroscope et la lampe cobalt. Une alterna-
tive à l’instillation est l’utilisation d’un processus 
d’iontophorèse (figure 3). Cette technique, basée 
sur la migration d’une molécule ionisée (la riboflavine) sous 
l’effet d’un courant électrique continu de faible intensité 
permet de réduire la phase d’administration de la riboflavine 
à une durée de cinq minutes au lieu de 30 dans le protocole 
de Dresde. Les résultats de cette technique dans le traitement 
du kératocône humain sont comparables à ceux obtenus après 
instillation (Mastropasqua et al. 2014). L’évolution clinique 
des kératites du chien et du chat traités après iontophorèse est 
similaire à celle obtenue après instillation (Famose, 2015b).
Chez le cheval, la riboflavine est appliquée après sédation 
(cheval debout) après la mise en place d’un bloc palpébral 
pour permettre l’ouverture des paupières. Les quantités de 
riboflavine utilisées sont plus importantes compte-tenu de 
l’épaisseur de la cornée et de la difficulté de maintenir un film 
de riboflavine sur un cheval debout.
Après imprégnation de la cornée par la riboflavine, l’irradiation 
de la cornée est réalisée grâce à une lampe UV. L’énergie totale 
délivrée est de 5.4J/cm², correspondant à une irradiation de 
30 minutes à une puissance de 3mW/cm². La loi de Lambert-
Beer (équivalence de dose) s’applique et la quantité d’énergie 
nécessaire peut être délivrée sur un temps plus court en utili-
sant une puissance plus élevée telle que 10 mW/cm² pendant 
neuf minutes ou 30 mW/cm² pendant trois minutes (CXL 
accéléré). La fluorescéine ayant un spectre d’absorption voisin 
de celui de la riboflavine, il convient d’éviter son utilisation 
immédiatement avant une procédure de CXL (Richoz et al. 
2013). Compte-tenu des impératifs de sédation ou d’anesthésie 
générale et de la meilleure efficacité anti-infectieuse des UV 
à forte puisssance, les protocoles courts sont plus intéressants 
pour le  traitement des kératites infectieuses animales que 
les protocoles longs. Malheureusement, le prix des lampes de 
forte puissance limite encore leur utilisation en ophtalmologie 
vétérinaire.
CONCLUSION
L’adaptation de la technique de CXL développée chez l’homme 
aux espèces domestiques en est à ses débuts et les résultats 
obtenus sont prometteurs. Le PACK-CXL est une alternative 
sérieuse à la chirurgie cornéenne lors de kératomalacie ou de 
kératite infectieuse chez le chien, le chat et le cheval. Le CXL 
est également une option thérapeutique pour les kératopathies 
bulleuses canines. Une adaptation des protocoles, des dispo-
sitifs d’administration de la riboflavine et de l’irradiation par 
les UVA permettra, dans un proche avenir, d’optimiser cette 
technique pour de meilleurs résultats cliniques et une sécurité 
renforcée pour le patient.
Figure 3 : dispositif de iontophorèse pour administration de la riboflavine sur une cornée de chat 
(IontophorVet – ND). L’électrode est fixée par succion sur la cornée. Après remplissage par la 
solution de riboflavine, le champ électrique est appliqué entre l’électrode active (fil rouge) et l’élec-
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